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La presence invention reside dans 1* utilisation d*un adenovirus 
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pour la preparation d'une composition phannaceutique destinee au tr ai tement 
therapeutique et/ou chirurgical du corps hurnain. 
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1 

VECTEURS ADENOVIRAL D'ORIGINE ANIMALE ET UTILISATION EN THERAPIE GENIQUE. 

La presente invention concerne de nouveaux vecteurs viraux, leur preparation 
et leur utilisation en therapie g&iique. EUe concerne egalement les compositions 
pharmaceutiques contenant lesdits vecteurs viraux. Plus particulierement, la pr&ente 
5 invention concerne l'utilisation d'adenovirus recombinants d'origine animale comme 
vecteurs pour la therapie genique. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anoimalit£ 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d"une information genetique 
dans la cellule ou l'organe affecte. Cette information genetique peut etre introduite coit 

10 in vitro dans une cellule extraite de l'organe, la cellule modiftee 6tant alors reintroduce 
dans 1'organisme, soit directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, 
differentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J.Virol. 1 j 
(1967) 891), d'ADN et de proteines nucleates (Kaneda et al., Science 243 (1989) i 

15 375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de ' 
liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), etc. Plus nkemment, 
l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet egard, 
differents virus ont ete testes pour leur capacite a infecter certaines populations 

20 cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le virus HSV, les 
virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Parmi ces virus, les adenovirus presentent certaines proprietes interessantes 
pour une utilisation en therapie genique. Notamment, ils ont un spectre d'hote assez 
large, sont capables d'infecter des cellules quiescentes, et ils ne stetegrent pas au 

25 genome de la cellule infectee. Pour ces raisons, les adenovirus ont deja 6te utilises 
pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, differents vecteurs derives des 
adenovirus ont ete prepares, incorporant differents genes (B-gal, OTC, a-lAT, 
cytokines, etc). Tous les vecteurs derives des adenovirus decrits dans Fart ant&ieur en 
vue d"une utilisation en therapie genique chez Thomme ont jusqu'a present ete prepares 

30 a partir d^denovirus d'origine humaine. Ceux-ci semblaient en effet les plus appropries 
pour une telle utilisation. Pour limiter les risques de multiplication et la formation de 
particule3 infectieuses in vivo, les adenovirus utilises sont generalement modifies de 
maniere a les rendre incapables de replication dans la cellule infectee. Ainsi, les 
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colons d4crt.es dans M amertew son, des *^ 

ffil. e</oo Elb) «t eventueuemen, E3 au niveau desquelles son, ,n*rees des 

Ze 50 (1986) 161). Cependan,. en plus de ceae eUpe n*essauo do mod^on, los 
^Z LL Js fan amerteur conserve*, d'au,r«s •——••». ,,m,,en, I 
ISL. «» 8 «auo, « nofcnuuen, dos rtsques de recontaa-son avec d« 

ZLk. sauvages. La prfse*e tavenuon apport. una so.u«o» avanageuse a Co 
probleme. 

U preseole invention reside on off., dons «*. dadonovims 
recombinaoa d'ortgtae animal, pour one tiAapie genique cbe* IWu, La pr«en.. 
£ZL rfsune d. la mis. en evidence que los adenovhus d'ongme ammal. son, 
ZZTmLt avoo une grcnde efficacim los colln.es numnines. Llnvenaon repose 
C ^ mis. eo evidence ,u. !os adenovbus d'ongine antaale son, .ncpab^ 
tZZL. dans .es co.lu.es tannainee d** .espies Us on, M ,es,es. L— » 
«pl P elsur 1 .decouve n esu,p™^ 

ZZ~ ^mptoen.es par des adenovUu, d'ongine bumame ce 

de recombmaison e, de propagation in vivo, • presence «. adeno*™ 
^pouvon, eonduire . la fonnation dun. panicle infeoueuse. Les yeoKur do 
done pnrti^remen, avamageu* puisne ies — > 

Mis.** de virus conune vecteurs en Aerapie geoique <eU que la p»mogeruc*e, to 
ZZL. I. U secombinaison, e,o son, fcemen, retiuus vo*e 

supprimes. 

La presente invention fournit ainsi des vecteurs viraux particulierement 
adapts autransfertet/ouarexpression chez ^^^Sl 
Un premier objet de la presente invention conceme done .utilisation 

' adenoviru^^ 

Pour la preparation d^e composition pharmaceutique destinee au tra.tement 

therapeutique et/ou chirurgical du corps humain. 

Les adenovirus d'ongine animale utilisables dans le cadre de la present 

^CS^^vin* dortgine anima, uti.isab.ea daus ie cadre de U 
p r eseo,e invLion pcuve* e«e dongine camne, bovine, morine. (exempte : Mavl, 
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Beard et al., Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne 
(exemple : SAV). 

Plus particulierement, parmi les adenovirus aviaires, on peut citer les 
serotypes 1 a 10 accessibles a l'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC 

5 VR-432), Fontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC VR- 
828), J2-A (ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou 
encore les souches references ATCC VR-831 & 835. Parmi les adenovirus bovins, on 
peut utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibles £ l'ATCC 
(types 1 a 8) sous les referencesATCC VR-313, 314, 639-642, 768 et 769. On peut 

10 egalement citer les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
528) : l'adenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340); 
Tadenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 
adenovirus referencee a l'ATCC sous les numdros VR-591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

15 De preference, on utilise dans le cadre de Tinvention des adenovirus d'origine 

canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait Pobjet de 
nombreuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont ete decrites dans Tart ant6rieur (Spibey et al., J. Gen. 

20 Virol. 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont ete clones 
et sequences (voir notamment Spibey et al., Virus Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus 
Res. 23 (1992) 119, WO 91/11525). Par ailleurs, les adenovirus canins ont deji ete 
utilises pour la preparation de vaccins destines & immuniser les chiens contre la rage, 
les parvovirus, etc (WO 91/11525). Cependant, jusqu'i present, la possibility d'utiliser 

25 ces adenovirus pour une th£rapie ggnique chez rhomme n'a jamais ete sugg6r6e dans 
Tart anterieur. De plus, les interSts d*une telle utilisation n'avaient jamais ete mesurSs. 

Les adeno\drus utilises dans le cadre de Tinvention doivent de preference etre 
defectifs, c'est-a-dire incapables de se propager de fa?on autonome dans Torganisme 
dans lequel iis sont administres. Comme indique plus haut, la demanderesse a montre 

30 que les adenovirus d'origine animale sont capables d'infecter les cellules humaines, 
mais pas de s'y propager. En ce sens, ils sont done naturellement defectifs chez 
Thomme et, contrairement a Utilisation d'adenovirus humains, ne necessitent pas de 
modification genetique a cet egard. Toutefois, le caractere defectif de ces adenovirus 
peut etre amplifie par des modifications genetiques du genome, et notamment par 

35 modification des sequences necessaires a la replication dudit virus dans les cellules. 
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Ces regions peuvent etre soit enniinees (en tout ou en partie), soit rendues non- 
fonctionnelles, soit modifiees par insertion d'autres sequences et notamment de la 
sequence d'ADN heterologue. 

Selon l'origine de l'adenovirus, les sequences necessaires a la replication 
peuvent varier quelque peu. Neanmoins, elles sent generalement localises pres , to 
extremes du genome. Ainsi, dans le cas de CAV-2, la region Ela a ete identifiee, 
clonee et sequencee (Spibey et al., Virus Res. 14 (1989) 241). Celle-ci est situee sur le 
fragment de 2 kb a l'extrernite gauche du genome de l'adenovirus. 

Par ailleurs, d'autres modifications genetiques peuvent etre effectuees sur ces 
, addnovirus, notamment pour eviter la production de proteines virales indesirables chez 
rhomme, pour permettre 1'insertion de sequences d'ADN heterologue de ta.Be 
importante, et/ou pour inserer des regions determinees du genome dun autre 
adenovirus animal ou humain (exemple : gene E3). 

Au sens de la presente invention, le terme "sequence d'ADN heterologue" 
5 designe toute sequence d'ADN introduite dans le virus, dont le transfert et/ou 
l'expression chez 1'homme est recherche. 

En particulier, la sequence d'ADN heterologue pent comporter un ou 
plusieurs genes therapeutiques et/ou un ou plusieurs genes codant pour des peptides 
antigeniques. 

w Dans un mode particulier de mise en oeuvre, l'invention concerne done plus 

particulierement 1'utiUsation d'adenovirus d'origine animale pour la preparation de 
compositions pharmaceutiques destinees au transfert de genes therapeutiques chez 
1'homme Les genes therapeutiques qui peuvent ainsi etre transferee sont tout gene 
dont la transcription et eventuellement la traduction dans la cellule cible generent des 
25 produitsayantuneffettherapeutique. 

II peut s'agir en particulier de genes codant pour des produits proteiques 
ayant un effet therapeutique. Le produit proteique ainsi code peut etre une proteme, 
un peptide, un acide amine, etc. Ce produit proteique peut etre homology vis-a-vis de 
la cellule cible (e'est-a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule 
30 cible lorsque celle-ci ne presente aucune pathologie). Dans ce cas, l'expression dune 
proteine permet par exemple de pallier une expression insuffisante dans la ceMe ou 
'expression d'une proteine inactive ou faiblement active en raison dMne modification, 
ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gene therapeutique peut auss. coder pour 
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un mutant d*une proteine cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activate modifiee, 
etc. Le produit proteique peut egalement £tre h&erologue vis-a-vis de la cellule cible. 
Dans ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une 
activity d6ficiente dans la cellule lui permettant de hitter contre une pathologic 

5 Parmi les produits therapeutiques au sens de la present e invention, on peut 

citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, etc (FR 9203120), les facteurs de croissance, 
les neurotransmetteurs ou leurs pr£curseurs ou enzymes de synthese, les facteurs 
trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NT5, etc; les 

10 apolipoproteines : ApoAI, ApoATV, ApoE, etc (FR 93 05125), la dystrophine ou une 
minidystrophine (FR 9111947), les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation : Facteurs VII, VIII, DC, etc. 

Le gene therapeutique peut egalement etre un gene ou une sequence antisens, 
15 dont Texpression dans la cellule cible permet de controler 1'expression de genes ou la 
transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent par exemple etre 
transcrites, dans la cellule cible, en ARN complementaires d'ARNm cellulaires et 
bloquer ainsi leur traduction en proteine, selori la technique decrite dans le brevet EP 
140 308. 

20 Comme indique plus haut, la sequence d'ADN heterologue peut egalement 

comporter un ou plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de 
genSrer chez Thomme une rfiponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en 
oeuvre, Tinvention permet done la realisation de vaccins permettant d'immuniser 
1'homme, notamment contre des microorganismes ou des virus. H peut s'agir 

25 notamment de peptides antigeniques specifiques du virus d'epstein barr, du virus de 
Thepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques de 
tumeurs (EP 259 212). 

Generalement, la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des 
sequences permettant Texpression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le 
30 peptide antigenique dans la cellule infectee. II peut tfagir des sequences qui sont 
naturellement responsables de Texpression du gene considere lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de 
sequences rforigine diflferente (responsables de Texpression d'autres proteines, ou 
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Les adenovirus defectifs selon Invention peuvent etre prepares par toute 

le protocole decrit dans la demande ' „ ad6noviru s animal et un 

preparation repose sur la recomb.na.son J^J^ ^ ^ t ^ u 

20 P«P«^^ k ^^^2ii desdits adenovirus et 
recombinaison homologue se prodmt apres ~«"* ^ de 

plasmide dans une lignee cellulaire appropnee. La 1 gnee c Ma 
Uence *re transformable P^*^^^ comporter 
adenovirus d'origine animale module, la lignee wU ** r * p .adenovirus defectif, 
25 des screes ca^ 

de preference sous forme mtegree pour ev,ter £ r^es GHK 
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Un autre objet de la presente invention reside dans un adenovirus 
recombinant d'origine animale contenant une sequence d'ADN heterologue 
comprenant au moins un gene therapeutique tel que defini ci-avant. 

L'invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique 
5 contenant un adenovirus recombinant d'origine animale tel que defini ci-dessus. Les 
compositions pharmaceutiques de 1'invention peuvent etre formutees en vue dWe 
administration par voie topique, orale, parenteral, intranasale, intraveineuse, 
intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des v£hicules 
10 pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable. II peut s'agir en 
particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), st&iles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilis6e ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
15 solutes injectables. 

Les doses de virus utilisees pour 1'injection peuvent etre adaptees en fonction 
de differents parametres, et notamment en fonction du mode d'administration utilise, 
de la pathologic concernee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D'une maniere generale, les adenovirus recombinants selon Tinvention sont 

20 formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de 
preference 10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terme pfii ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d ! une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 5 jours, du nombre de plages de 
cellules infect£es. Les techniques de determination du titre pfu d*une solution virale 

25 sont bien documentees dans la litterature. 

Selon la sequence d'ADN heterologue inseree, les adenovirus de Tinvention 
peuvent etre utilises pour le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, 
incluant les maladies genetiques (dystrophic, fibrose cystique, etc), les maladies 
neurogegeneratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc), les cancers, les pathologies liees 
30 aux desordres de la coagulation ou aux dyslipoproteinemies, les pathologies liees aux 
infections virales (hepatites, SIDA, etc), etc. 



WO 94/26914 



PCT/FR94/00531 



8 



10 



ta invenuon sen. plus complement dtoite a .'aide des exemples 

qui solvent, qui doivent «re considers comm. illostmift « non taitatds. 

Figure 1 : Carte de restriction de .'adenovirus CAV2 souche Manhattan (d'apres 
Spibey et al precite). 

Fieure 2 ■ Carte des plasmides pi. P 2 (figure 2a) et p3 (figure 2b). 

^ 3 Strategie de construction *« adenovirus canin recombinant contenant une 

sequence d'ADN heterology. 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire trite que .to. 
extractionfpreparatives d'ADN plasmidique, la centrifcgation d'ADN pto^Aqu en 
g^ient de chlorure de cesium, 1'e.ectropborese sur gels d'agarose ou d-M to 
Purification de fragments d'ADN par electrocution, les extracts de protemes au 
au phe^l-chloroforme, to precipitation d'ADN en nuheu salm par de 
£Z* au de Lpropanol, to transformation dans Escherichia coh, etc ... sont b.en 

^,^11 de Metier et sont abondament d6crites dans la litterature [Mamat.s 

Cold spring Harbor, N.Y., 1982; Ausube. F.M. et al. (eds), "Current Protocols m 
Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 
, Les plasSdes de type P BR322, pUC et les phages de la sene M13 sont 

d'origine commerciale (Bethesda Research Laborator.es). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur tame 
par J£ £J en gels d'a g arose ou d'acrylamide, extras au P^u Parun 
melange phenol/chloroforme, precipites a 1'ethanol pu.s mcubes en presence de 1ADN 

t rZTTolynten.se du phage T4 (Biolabs) utilise, seion ies reeommendattons da 
» ^cTu dCtuction d« e*tenu,ea , ptoenunen.es est ««* pat „n u^ent 
menage par la nuclease SI. 
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La mutagenese dirigee in vitro par oligod6oxynucl6otides syntheiiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribu6 par Amersham. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
5 [Eolymerase-catalyzed Chain Keaction, Saiki R.K. et al., Science 21Q (1985) 1350- 
1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. I5S (1987) 335-350] peut etre 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la mdthode 
10 developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1± (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

El. Infection de cellules humaines par des adenovirus d'origine canine. 

15 

Cet exemple demontre la capacite des adenovirus d'origine animale (canine) 
d'infecter des cellules humaines. 

£1.1. Lignies cellulaires utilisees 

20 

Dans cet exemple, les lignees cellulaires suivantes ont ete utilisees : 

- Lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 
(1977) 59). Cette lignee contient notamment, integree dans son genome, la partie 

25 gauche du genome de Tadenovirus humain Ad5 (12 %). 

- Lignee de cellules humaines KB : Issue d'un carcinome epidermique humain, 
cette lignee est accessible a TATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions permettant 
sa culture. 

- Lignee de cellules humaines Hela : Issue d'un carcinome de Tepithelium 
30 humain, cette lignee est accessible k TATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions 

permettant sa culture. 

- Lign6e de cellules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 
MDCK ont ete decrites notamment par Macatney et al., Science 44 (1988) 9. 
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impendent . J^^L. L poursuivie 4 37°C pendant d8 

de * d. ^;°^^^ ra . Mus fcrme ^sonu^e dans tes cdfc.es 

'tZZ'X^l ™~ - _ no^ ce «n — - - 
infectabilitd par les adenovirus camns. 

«. Absence de pcopa^n des adinov.n.s M*. canine dans * Cn.es 
humaines. 

« e*en,p.e demo-nr. q. lea adinovnns ca_ur* Ken one capable* d«ec«r 
to cellules humaines. ne sc propasen. pas dans ^a. CAV2 , 

Aprts infection des cellules selon »—*^ h ^ pr4s e« 
M dosee • cours du ,«nps se!o» .. protocole ^ LAW P ^ 
*. to cenuto . «« recuse selon h tectanaue *«£ « « ^ ^ 

O^m^^^'^^^^T p. dans to 
, L« rtsolt*. obtenus montren. *» V^l^de ripBcafen de CAV2 dans ces 
KB « 293, *~ e f H X Xetgmen.anon de U ,ua«i,e 
cellules. Dans to cellules MDCK et Hela, u s ^ ^ 

d"ADN vua. de CAV2 es. obsen-ee. Cep^« ^ ^ 

„ cellu.es — . i«» ^ o , K Wecrtes> dea eve*.* 

propaganon a ete meaoree par reco m te 

^ p „ -^^^^Ttoprfc— .ApresA.benres 

de se propager dans les cellules humaines. 

. . . M de rabsc „ce de trans-complementation des adenovirus 
E3. Mise en evidence de l aosenw u 
35 canins par les adenovirus humains. 
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Cet exemple montre que l'absence de propagation des adenovirus canins dans 
les cellules humaines n'est pas trans-complementee par la presence d'adenovirus 
humains. 

5 

Les cellules des lignees humaines 293, KB et Hela, et de la lignee canine 
MDCK ont ete co-infectees par l'adenovirus CAV2 et l'adenovirus humain Ad5. La 
presence d'ADN viral (canin et humain) dans les cellules a ete mise en evidence comme 
dans l'exemple El, et la quantite d'ADN a ete dosee au cours du temps ainsi que la 

10 propagation. Les resultats obtenus indiquent que la quantite d'ADN de CAV2 
n'augmente pas dans le temps dans les cellules KB et 293, ce qui demontre que la 
presence de l'adenovirus humain AdS n'induit pas, par trans-complementation, la 
replication de CAV2 dans ces cellules. L'absence d'ADN viral dans les cellules MDCK 
infectees par les eventuels virus issus des cellules KB, 293 et Hela demontre de la 

15 mSme fa$on qu'aucune propagation de l'adenovirus CAV2 dans les lignees cellulaires 
humaines ne s'est produite, meme en presence d'adenovirus humain. 

£4. Construction d'une banque d'ADN genomique de CAV2. 

20 Une banque de plasmides a ete constituee a partir de fragments de restriction 

du genome de l'adenovirus CAV2. Cette banque a ete obtenue par digestion de CAV2 
par les enzymes Smal et PstI et clonage des fragments Smal : A, B, C, D, E, F, I, et J 
et PstI : A, B, C, D, E, F, G, H (figure 1) dans le vecteur pGem3Zft- (Promega). Le 
plasmide portant le fragment Smal C a ensuite ete cotransfecte dans les cellules 

25 MDCK avec le plasmide pUC4KIXX (Pharmacia) portant le gene de resistance & la 
neomycine, pour 6tablir une lign6e MDCK exprimant constitutivement les genes El A 
et E1B de CAV2. Cette lignee permet la construction de virus recombinants deletes 
pour ces regions (Cf E5.2.). 

30 E5. Construction d'adenovirus recombinants canins portant le gene de 
rinterleukine-2 sous controle du promoteur MLP d'Ad2. 

Deux strategies de construction d'adenovirus recombinants canins portant le 
gene de rinterleukine-2 sous controle du promoteur MLP d'Ad2 humain ont ete 
35 elaborees. 
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E5 , La premiere consist. e» Knsesfion de U sequence d'ADN hteotogue 
*~d^ i* ^du sue d resuicfio. Smal. U cons^o. 

, „„ plasmide portent U sequence d'ADN heserologae desirfe et le gWe de CAVZ 
' XL' ^dee u*es pour robtenfion dee adenovirus recombu^ portent * 8 ^ 
hJLkM sous conrro.. du pn.mo.eut MLP son. consul del.m3u.er. 

^preL plasmide, dealgne p, « obtcu per » ^ 

,0 de CAV2 (figue .) conrenan. norurunen. HIR drone, - sUe Smrf «. b gen. E4, d^s 
1. plaamide pOem3Zf (Promega), le site Sural est unique sur pi; 

- la sequence d'ADN heterology (promoteur MLP - gen. d. l-nterleutane 2) 
est introduite an niveau du site Sm* du p,asmide p. pourg^ 

- le fragment Pstl-San contenu dans le fragment Pal o 4 
, 5 genonuque « port! uue partle du gene E3 est ensuire done au sue corresponded 

dans p2 pour gdn&er le plasmide p3 (figure 2). 

Us p!aamides ainsi obrenus sont utilise* pour preparer les addnovfrus 
recombinants, selon les deux protocol suivsnts (voir figure J) : 
M a) Ugetion in vi.ro du plasmide p2 digdrd par SaU au fra^ten, Safi A de 

^ Ces manipulations pertueuen, la coostrucuon *^ T^T 
cruus porta* le gene d. MMM ufilisables pour le trensfert de ce gene 
therapeutique chez l'homme (figure 3). 

E5.2. U seconde aratdgie etaboree repose sur * 

, » i dTces rdoions « ainsi, 1. construction d. vhus recombtnams dans 
'^e coTponan. ,'— ^ fr*— ™ « ~*""» 
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du g6nome de CAV2 et la sequence d'ADN heterologue est construit. Ce plasmide est 
cdtransfecte dans les cellules MDCK decrites ci-dessus, en presence du genome d*un 
adenovirus CAV2, d616te de sa propre extremite gauche. Les adenovirus canins 
recombinants produits sont recuperes, eventuellement amplifids, et conserves en vue 
5 de leur utilisation chez Thomme. 
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REVENDICATIONS 

1 Utilisation d-un adenovirus recombinant d'origine animale contenant une 
„d^N heterology pour la preparation dune composition pharmaceuUque 
^tinte au traitement therapeutique et/ou chirurgical du corps humam. 

2 Utilisation selon la revendication 1 pour la preparation d^ne composition 
pharmaceutique destinee au transfert de genes therapeutiques chez 1 homme. 

3. Utilisation selon la revendication 1 pour la preparation dun vaccin. 
4 Utilisation selon la revendication 2 caractense* en ce que le gene 
therapeutique est un gene codant pour un produit proteique therapeuuque. 

5. Utilisation selon la revendication 2 caracterisee en ce que le gene 
therapeutique est un gene ou une sequence antisens. 

6 . Utilisation selon rune des revocations 1 a 5 ^^JJZ 
Vadenovims est choisi parmi les adenovirus canin, bovin, munn, ovm, porcm, av.a.re 



simien. 



, Wlli sa«io„ sdon U sovenoicauo. 6 carccrtnsee - - W™£ « 
S. UtiHsaUon selon Km <m > » \ ^ " 

». Utilisation selon la revendicanon 8 *** « « *" te IS*"""' de 
20 l'KieiiovirosestdepoorvudesrfgionsElAetElB. 

,0. Ad.novi.us rocombinam d'origine animate contend » moins un gone 
therapeutique insere. 

„ Adenovirus selon la revendication 10 caractense en ce que le gene 
therapeutique est defini comme dans les revendications 4 et 5. 

12 Adenovirus selon la revendication 10 caractense en ce qu'H comprend 
25 12. Adenovirus ~ r«oresaon du ou des genes 

^galement des sequences promotnces pertnettant lexpress.cn 

therapeutiques inseres. 
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13. Adenovirus selon les revendications 10 a 12 caracterise en ce qu*il 
comprend egalement des sequences signal permettant d'induire une secretion du 
produit depression du gene therapeutique. 

14. Adenovirus selon les revendications 10 a 13 caracterise en ce que 
5 ['adenovirus est choisi parmi les adenovirus canin, bovin, murin, ovin, porcin, ayiaire et 

simien. 

15. Adenovirus selon la revendication 14 caracterisee en ce que 1'adenovirus 
est un adenovirus canin, de preference choisi parmi les souches de 1'adenovirus CAV- 
2. 

10 16. Adenovirus selon rune des revendications 10 a 15 caracterise en ce que 

son g6nome est depourvu au moins des sequences necessaires a la replication. 

17. Adenovirus selon la revendication 16 caracterise en ce qu'il comprend des 
regions d'un autre adenovirus animal ou humain. 

18. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 
15 selon Tune des revendications 10 & 17. 
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Figure 2b 
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